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Verfahr .n zum in vitro Testen von Wirlcstoffen, 
Vorrichtung und deren Verwendung 



Akzo Nobel nv, Arnhem 
* * 



Zusammenfassung: 



Ein Verfahren zum in vitro Testen von Wirl<stoffen an Zellen umfaRt mindestens die 
Schritte zur Verfugung stellen eines Zellkulturbehaiters mit einem Innenraum und ei- 
ner Innenwand und mit einem im Innenraum angeordneten ersten und zweiten IVIem- 
bransystem, wobei zwisctien den IVIembransystemen und der Innenwand des Innen- 
raums ein Zellkulturraum ausgebildet wird, Vorlegen einer Zellkultur und eines Zell- 
kulturmediums im Zellkulturraum, ZufQhren eines flussigen NShrmediums in den Zell- 
kulturraum und Abfuhren von Stoffwechselprodukten mittels des ersten Membransy- 
stems, ZufUhren mindestens eines gasfOrmigen Mediums in den Zellkulturraum mit- 
tels des zweiten Membransystems, Zufuhren von mindestens einem Wirkstoff in den 
Zellkultun-aum, wobei das ZufQhren gemaB einem eingestellten Wirkstoffkonzentra- 
tions-Zeit-Verlauf erfolgt und Obenwachen der Zellvitalitat. Desweiteren wird eine Vor- 
richtung und die VenA^endung besagter Vorrichtung zum Test der Wirkung von 
Idarubicin auf die leukamische Zelllinie CCRF CEM beschrieben. 
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Verfahren zum in vitro Testen von Wirkstoffen, 
Vorrichtung und deren Verwendung 



Akzo Nobel nv, Arnhem 



' Beschreibung: 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Testen von Wirkstoffen an Zellen in vitro, 
eine Vorrichtung und deren Verwendung. 

Eine Testung von Wirkstoffen, wie z.B. Zytostatika, die in der Chemotheraple von 
Krebs verwendet werden, ist aus vieifSltigen Grunden notwendig. Dabei ist zu unter- 
scheiden, ob es sich um einen v6llig neuen WIrkstoff handelt, Oder urn einen Wirk- 
stoff. dessen Wirksamkeit bereits grundsStzlich bekannt ist. Bei einem unbekannten 
Wirkstoff muB zunSchst die grundsatzliche Wirksamkeit z.B. im Rahmen eines Wirk- 
stoffscreenings, die Dosis und die optimale Appllkationsform, z.B. oral oder intrave- 
nos etc. ermittelt werden. Bei bereits bekannten Wirkstoffen werden z.B. mogliche 
Therapiestrategien iiberpruft und miteinander verglichen. Eine andere wichtlge Fra- 
gestellung ist die patientenspezifische Testung bzw. die patientenspezlfische Wir- 
kung einer Substanz bei einem Individuellen Patienten. Fur jede dieser Fragestellun- 
gen stehen unterschiedliche Modellsysteme zur Verfugung. 

Beim Wirkstoffscreening unbekannter Substanzen wird aus ethischen GrQnden aus- 
nahmslos nicht am Patienten, sondern mit Tiermodellen in vivo bzw. in vitro mit 
Zelllinien gearbeitet. Tiermodelle zum Screening unbekannter Cytostatika beruhen 
darauf, dalJ pro Behandlung des Empfangertieres humane Tumorzellproben in 
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Hohlfadendevices enkapsuliert und in das Empfangertier implantiert werden. wie dies 
in WO 94/25074 und US 5 676 924 beschrieben wird. Diese Vorgeliensweise hat 
jedoch ihre Grenzen, da Tiermodelle naturgemaB sclilecht zu automatisieren und mit 
einem hohen Aufwand und liohen Kosten verbunden sind. Zunehmend steht aucli 
der Tierschutzgedanke einer Testung in Tiermodellen entgegen. 

Fraglich ist auch die Ubertragbarkeit der Testergebnisse an Versuchstieren, die zu- 
meist Nagetiere sind, auf den Menschen. Eine wesentliche Rolle spielen dabei Stoff- 
I wechselunterschiede zwischen Menscli und Tierspezies. die im Tiermodell zu einer 
unterschiedlicfien Pharmakokinetik fiihren. Im Rahmen dieser Erfindung wird unter 
Pharmakokinetik der dynamische ProzeB verstanden, In dem ein Wirkstoff mit unter- 
schiedlichen Kinetiken in den Organismus resorbiert, d.h. aufgenommen, verteilt, 
metabollsiert, d.h. umgesetzt und wieder ausgeschieden wird. Diese Vorgange las- 
sen sich in vivo nicht unabhangig voneinander quantifizieren, da sie zeitlich uberlap- 
pend und in gegenseitiger Abhangigkeit ablaufen. Im Kompendium Internlstische 
Onkologie. Herausgeber: H.J. Schmoll. K. Hoffgen. K. Possinger, Springer Verlag. 
(1996) werden deshalb mathematische Modelle gebraucht, welche die Verteilung ei- 
nes Medikamentes in fiktiven Korperraumen bzw. Kompartimenten beschreiben. Da- 
bei wirkt sich neben den Wirkstoffeigenschaften und dem Metabolismus insbesonde- 
re auch die Applikationsform auf die Pharmakokinetik der Substanz aus. Die Phar- 
makokinetik eines Wirkstoffes wird in vivo ubiicherweise durch Messung der Serum- 
konzentration in Abhangigkeit von der Zeit ermittelt. 

Auch die Verwendung von in vitro Modellen zur Testung von Substanzen ist weit 
verbreitet. Dabei wird die Kultivierung von humanen Primarzellen in Monolayer-Kultu- 
ren zur patientenspezifischen Testung bevorzugt. um einen hohen Probendurchsatz 
zu erzielen. Eine derartige Vorgehensweise wird z.B. von G.J.L. Kaspers et al. in 
Blood (1997). Band 90. Nr. 7. Seiten 2723-29 und von R. Pieters in Blood (1990). 
Band 76. Nr. 1 1 . Seiten 76, 2327-36 beschrieben. Der Nachteil der bekannten in vitro 
Verfahren ist. dali die dort verwendeten Mikrotiterplatten ein dreidimensionales 
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Wachstum der Zellen nicht zulassen. Solide Tumore z. B. entwickein unterschiedli- 
che Subpopulationen wahrscheinlich aufgrund von Gradienten im pH-Wert und der 
Nahrstoffversorgung, Diese Gradienten verursachen regionale Variationen der Zell- 
vitalitat, des Metabolismus und der Sensivitat gegenuber einer Behandlung mit Zyto- 
statika. Es gibt Hinweise, dafi maligne Zellen in einer dreidimensionalen, gewebe- 
ahnlichen Struktur ein anderes Verhalten gegenuber Zytostatika aufweisen, als Mo- 
nolayer-Kulturen, wie aus J. J. Casciari et a!,, J. Natl. Cancer Inst. (1994), Band 86, 
Seiten 1846-52 und K.M. Nicholson et al., Ann. Oncology (1996), Band 7, Supple- 
ment 1 , Abstract, hervorgeht. 

Ein weiterer Nachteil der bekannten in vitro Verfaliren ist, dali eine im menschlichen 
Organismus ablaufende Pliarmakokinetik bisher in vitro nicht realisiert werden kann, 
d.h, nicht durch eine entsprechende in vitro Pharmakokinetik modelliert werden kann. 
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird jedoch von einer in vitro Pharmakokine- 
tik gesprochen. Darunter soli verstanden werden, daft sich die Wirkstoffkonzentration 
in der Umgebung der Zielzelle in Abhangigkeit von der Zeit in vitro auf gleiche Weise 
andert. wie in der in vivo Umgebung der Zielzelle, wie etwa bei Leukamien im Serum, 
unabhangig davon, mit welchen Mittein dieses Ziel erreicht wird. Primares Kriterium 
sind dabei die Kurvenform und der absolute Wert der Wirkstoffkonzentration, wah- 
rend die Zeitachse gegenuber der in vivo Situation gerafft Oder gestreckt sein kann. 

Ein dritter Nachteil aller heute bekannten in vitro Verfahren zur Wirkstofftestung be- 
steht darin, dad keine Kombinationstherapie nachgebildet werden kann. Dies ist 
deshalb von entscheidender Bedeutung, weil heute nur noch ausnahmsweise mit nur 
einem Cytostatikum, d.h. mit einer Monotherapie behandelt wird, die meisten Thera- 
pien also Kombinationstherapien sind, bei der eine zeitliche Abfolge von verschiede- 
nen Cytostatika angewendet wird wie aus dem Kompendium Internistische 
Onkologie, Herausgeber H.J. Schmoll, K. Hoffgen, K. Possinger, Springer Verlag, 
(1996) hervorgeht. Bei den Standardverfahren in vitro kann bisher nicht, wie im 
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Organismus, eine einmal in das Assay eingefuhrte Wirksubstanz wieder abgefuhrt 
werden, bevor die nachste Wirksubstanz verabreicht wird. 

Alle drei genannten Nachteile fuhren dazu. dad derzeit in vitro das Verhalten realer 
Tumore gegenuber Chemotherapie nicht gut simuliert werden kann. Dies fuhrt dazu, 
da(i in der Fachwelt gravierende Zweifel am prognostischen Wert der bislang be- 
kannten in vitro Verfahren zum Test von Wirkstoffen an Zellen bestehen. 

Somit besteht ein Bedarf fur ein in vitro Verfahren zum Test von Wirkstoffen an Zel- 
len und fur eine Vorrichtung, die zu besagtem Verfahren verwendet werden kann. 
wodurch die zuvor genannten Nachteile zumindest wesentlich verringert werden. 

Daher stellt sich die vorliegende Erfindung die Aufgabe, ein in vitro Verfahren zum 
Test von Wirkstoffen an Zellen und eine Vorrichtung zu Verfugung zu stellen, die zu 
besagtem Verfahren verwendet werden kann. wodurch die zuvor genannten Nach- 
teile zumindest wesentlich verringert werden und wodurch insbesondere eine Anna- 
herung an die in vivo Pharmakokinetik durch eine entsprechende in vitro Phamakokl- 
netik ermoglicht wird und eine Kombinationstherapie mit verschiedenen Wirkstoffen 
nachgebildet werden kann. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zum in vitro Testen von Wirkstoffen 
an Zellen umfassend mindestens die Schritte 

a) zur Verfugung stellen eines Zellkulturbehalters mit einem Innenraum und einer 
Innenwand und mit einem im Innenraum angeordneten ersten und zweiten 
Membransystem, wobei zwischen den Membransystemen und der Innenwand 
des Innenraums ein Zellkulturraum ausgebildet wird. 

b) Vorlegen einer Zellkultur und eines Zellkulturmediums im Zellkulturraum, 

c) Zufuhren eines flussigen Nahrmediums in den Zellkulturraum und AbfCihren von 
Stoffwechselprodukten mittels des ersten Membransystems, 
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d) Zufuhren mindestens eines gasformigen Mediums in den Zellkulturraum mittels 
des zweiten Membransystems, 

e) Zudosieren von mindestens einem Wirkstoff in den Zellkulturraum. wobei das 
Zudosieren gemali einem eingestellten Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlauf 
erfolgt und 

f) Uberwachen der Zellvitalitat. 

Unter den zu testenden Wirkstoffen sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung sol- 
che Stoffe zu verstehen, deren Wirkung auf die zu untersuchenden Zellen vor dem 
Test nicht oder nicht ausreichend bekannt ist. Hierbei kann es sich auch um gasfor- 
migen Wirkstoffe, wie z.B. Atemgifte oder andere ggf. toxisch wirkende Gase han- 
deln. Unter den vorstehend definierten Stoffen werden bevorzugt Cytostatika, Anti- 
biotika. Cytokine, Wachstumsfaktoren oder antivirale Agentien eingesetzt. Daruber 
hinaus konnen grundsatzlich alle wie vorstehend definierten Stoffe hinsichtlich ihrer 
Wirkung auf Zellen getestet werden, wenn sich diese Stoffe in geloster Form in den 
Zellkulturraum einbringen lassen. 

Im erfindungsgema(ien Verfahren konnen Zellkulturen getestet werden, die bevor- 
zugt aus Primarzellen oder aus Zelllinien bestehen, wobei besonders bevorzugt Tu- 
morzelllinien eingesetzt werden. Das Volumen des Zellkulturraums betragt vorzugs- 
weise zumindest 0,3 ml und hochstens 2,0 ml, besonders bevorzugt liegt es zwi- 
schen 0,5 ml und 1,5 ml. Dadurch wird nur eine geringe Menge an Zellmaterial ver- 
braucht, so dass z.B. einem Krebspatienten nur geringe Mengen an Zellen fur das 
erfindungsgemafie Verfahren entnommen werden mussen. 

Das im Innenraum des Zellkulturbehalters befindliche erste Membransystem besteht 
aus mindestens einer semipermeablen Membran, welche zur ZufCihrung eines flussi- 
gen Nahrmediums geeignet ist, d.h. einen kontinuierlichen Stofftransport durch die 
Membranwand aufgrund diffusiver oder konvektiver Transportmechanismen erlaubt. 
Je nach Erfordernis, d.h. je nachdem, ob ein diffusiver oder konvektiver Stofftrans- 
port des Nahrmediums erforderlich ist, handelt es sich um eine Nanofiltrations-, Ul- 
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trafiltrations- oder Mikrofiltrationsmembran. Z.B. lassen sich Dialysemembranen wie 
etwa Cuprophan® oder hydrophile mikroporose Membranen. wie z.B. mikroporose 
Polyethersulfon-Membranen einsetzen. Das zweite im Innenraum des Zellkulturbe- 
halters befindliche Membransystem besteht aus mindestens einer Gastransfermem- 
bran. insbesondere einer Oxygenationsmembran, wie sie z.B. als Oxyphan® im Han- 
del erhaltlicli ist. Die Mennbranen des ersten und zweiten Membransystems sind be- 
vorzugt Hohlfasermembranen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfornn des erfindungsgemafien Verfahrens wird ein 
Zellkulturbehalter eingesetzt, bei dem das erste und zweite Membransystem aus 
Hohlfasern besteht, die in mehreren Lagen schichtformig ubereinander im Innenraum 
angeordnet sind. 

Das Vorlegen der Zellkultur geschieht in einer bevorzugten Ausfuhrungsform des er- 
findungsgemafien Verfahrens bei Verwendung eines Zellkulturbehalters mit Deckel 
durch Einstellen der Zelldichte im Zellkulturmedium, Offnen des Deckels des Zellkul- 
turbehalters, Einpipettieren des gewunschten Volumens der Zellsuspension in den 
Innenraum des Zellkulturbehalters und Verschlieflen des Zellkulturbehalters mit dem 
Deckel. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaden Verfahrens 
kann das Vorlegen der Zellkultur uber eine Offnung in der Seitenwand des Innen- 
raums erfolgen, die z.B. mit einem an der AuBenseite des Zellkulturbehalters befind- 
lichen Anschlufi fur eine Spritze oder dergleichen versehen ist. 

In einer dritten bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaRen Verfahrens 
kann das Vorlegen der Zellkultur uber mindestens ein Septum erfolgen. uber welches 
ein Zugang in den Inneraum des Zellkulturbehalters moglich ist. 

Die Zellen konnen als Suspensionszellen oder als anheftungsbedurftige Zellen vor- 
liegen, wobei Suspensionszellen in der Regel Zellen sind. die aus dem Blut ent- 
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stammen. und anheftungsbedurftige Zellen in der Regel Zellen sind, die dem Korper- 
gewebe entstammen. Letztere konnen entweder als unzerteilte Gewebestucke direkt 
in den Innenraum des Zellkulturbehalters vorgelegt werden oder die Gewebestucke 
werden zuerst vereinzeit und danach wie Suspensionszellen vorgelegt. Fur anhef- 
tungsbedurftige Zellen ist der Innenraum des Zellkulturbehalters vorteilhafterweise 
mit einer Oberflache ausgestattet. an der die Zellen bevorzugt haften. Bevorzugt be- 
steht diese Oberflache aus proteinbeschichtetem Polycarbonat oder aus zusatzlich 
im Innenraum des Zellkulturbehalters eingebrachtem textilen Material aus Polyester. 

'sei Durchfuhrung des erfindungsgemaden Verfahrens enthalt der Zellkulturraum be- 
vorzugt mindestens 1 • 10^ Zellen pro ml Zellkulturraum, besonders bevorzugt min- 
destens 1 • 10® Zellen pro ml Zellkulturraum. In einer besonders geeigneten Ausfuh- 
rungsform betragt die Zelldichte im Zellkulturraum mehr als 5 • 10^ Zellen pro ml 
Zellkulturraum. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Ver- 
fahrens werden Suspensionszellen mit einer Zelldichte von mindestens 1 • 10^ Zellen 
pro ml Zellkulturraum eingesetzt. Dadurch wird eine Annaherung an die Zelldichten 
wie im Blut moglich. Auch bei Verwendung von anheftungsbedurftigen Zellen wird 
das erfindungsgemalie Verfahren vorzugsweise bei einer Zelldichte von mindestens 
1 • 10^ Zellen pro ml Zellkulturraum durchgefuhrt, um nach entsprechendem 
Zellwachstum sich den Zelldichten des Korpergewebes anzunahern. 

Vorteilhafterweise hat jede Zelle einen mittleren Abstand von 0 |jm bis 600 |jm zur 
jeweils nachstgelegenen Membran des ersten und zweiten Membransystems. Da- 
durch werden die Zellen gleichmafiig mit Nahrmedium und Gas versorgt. Gleichzeitig 
werden die Stoffwechselprodukte gleichma(iig wieder abgefuhrt. so dass insgesamt 
ein Zustand in der Zellkultur simuliert wird, der den in vivo Verhaltnissen ahnelt. 

Als flussiges Nahrmedium bzw. als Zellkulturmedium konnen Medien eingesetzt 
werden, wie sie ubiicherweise zur Versorgung von Zellen mit Nahrstoff'en bzw. zur 
Zuchtung von Zellen verwendet werden. Bevorzugt wird RPMI 1640 eingesetzt. In 
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einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
wird ein RPMI 1640 und fotales Kalberserum enthaltendes Nahrmedium eingesetzt. 

Als gasformiges Medium wird bevorzugt ein Gasgemisch eingesetzt. das einen Sau- 
erstoff-Partialdruck PO2 von 0 bis 160 nnmHg und einen Kohlendioxid-Partialdruck 
PCO2 von 0 bis 1 15 mmHg aufweist. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des er- 
findungsgemalien Verfahrens enthalt das Zellkulturmedium einen Bicarbonatpuffer 
und der pCOz im zugefuhrten gasformigen Medium wird so eingestellt, dass der pH- 
Wert des Zellkulturmediums zwischen 6.8 und 7.8 liegt. 

Die gewunschte Zusammensetzung des gasformigen Mediums kann dadurch einge- 
stellt werden. dass das erfindungsgemafie Verfahren in einem Raum durchgefuhrt 
wird, worin diese Zusammensetzung herrscht. In diesem Fall erfolgt die Zufuhr des 
gasformigen Mediums uber einen Steril-Filter in das zweite Membransystem. 

Das zweite Membransystem ladt sich mit Vorteil auch zur Entfernung gasformiger 
Stoffwechselprodukte einsetzen. wenn es im cross-flow Modus betrieben wird und 
mit einer Gaszufuhrleitung und einer Gasabfuhrleitung verbunden ist. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens werden einzelne Wirkstoffe 
und/oder Kombinationen mehrerer Wirkstoffe zeltversetzt zudosiert. Somit kann z.B. 
ein einzelner Wirkstoff uber die Zeit verteilt in mehreren aufeinanderfolgenden Dosen 
verabreicht werden oder es konnen verschiedene einzelne Wirkstoffe zeitversetzt 
dem Zellkulturmedium zudosiert werden. Ebenso kann eine Abfolge von Wirkstoff- 
kombinationen zeitversetzt zudosiert werden. wobei die Wirkstoffkombinationen in ih- 
rer Zusammensetzung gleich bleiben oder variieren konnen. Schliefllich konnen im 
Verfahren der vorliegenden Erfindung auch Einzelwirkstoffe und Wirkstoffkombina- 
tionen der vorstehend beschriebenen Art zeitversetzt zudosiert werden. 

Die Wirkstoffeufuhrung kann direkt oder uber das erste Membransystem. bzw. fur 
den Fall, dass es sich um einen gasformigen Wirkstoff handelt. uber das zweite 



9 AGW2503 

Membransystem in den Zellkulturraum erfolgen. Bei der Zufuhrung des Wirkstoffs 
uber das erste Membransystem wird der Wirkstoff in den Nahrmedienstrom einge- 
speist und tritt mit dem Nahrmedium uber die Membranen des ersten Membransy- 
stems in den Zellkulturraum ein. Bei Zufuhrung eines gasformigen Wirkstoffs uber 
das zweite Membransystem wird dieser in das gasformige Medium eingespeist und 
tritt mit dem gasformigen Medium uber die Membranen des zweiten Membransy- 
stems in den Zellkulturraum ein. Dies bedeutet naturlicli, dass die Membranen der 
beiden Membransysteme fur den jeweiligen Wirkstoff durchlassig sein mussen, Bei 
Zugabe des Wirkstoffs uber das erste bzw. zweite Membransystem laRt sich der 
Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlauf beispielsweise durch die Permeabilitat des er- 
sten bzw. zweiten Membransystems, durch die Dauer der Wirkstoffeugabe und durch 
die Wirkstoffkonzentration einstellen. Die vorstehend beschriebenen Verfahrenswei- 
sen eriauben also die Simulation verschiedenster Pharmakoklnetiken von Einzelwirk- 
stoffen und/oder Wirkstoffkombinationen. Z.B. kann die Wirkstoffzugabe analog einer 
Dauerinfusion rampenformig oder analog einer intravenosen Verabreichung 
peakformig erfolgen. 

Wahrend des Wirkstofftestes wird der Zellkulturbehalter auf einer fur das Kultivieren 
der Zellen geeigneten Temperatur gehalten. vorzugsweise auf 37 ^^C. 

Unter Uberwachung der Zellvitalitat wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung die 
Uberwachung der Stoffwechselaktivitat, der Proliferation, der Apoptose oder allge- 
mein des Zelltodes verstanden. 

Zur Oberwachung der Zellvitalitat dient in einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemalien Verfahrens ein Zellvitalitatsfarbstoff. Besonders bevorzugt wird 
alamar Blue®. Diese Substanz kann uber das Nahrmedium und das erste Membran- 
system dem Zellkulturraum zugefuhrt werden. Alamar Blue® dringt durch die Mem- 
branen der Zellen ins Zellinnere und wird dort durch den Zellstoffwechsel in einen 
Fluoreszenzfarbstoff umgewandelt. Daher kann die Menge des solchermaBen gebil- 
deten Fluoreszenzfarbstoffs als Mafi fur die Zellvitalitat benutzt werden und mit 
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einem Fluoreszenzsensor entweder on-line oder nach Probennahnne im Nahrmedium 
nachgewiesen werden. Von besonderem Vorteil ist, dass eine Probennahme im Zell- 
kulturraum nicht erforderlicli ist. sondern im Fliissigkeitsstrom erfolgen kann, der den 
Zeilkulturbehalter verladt. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass uber das erste 
Membransystem der Zellvitalitatsfarbstoff nicht nur zugefuhrt, sondem auch vollstan- 
dig wieder abgefuhrt werden kann, wodurch jede Storung der Zellkultur durch den 
Farbstoff korrigierbar und umkehrbar ist. 

Im erfindungsgemafien Verfahren kann zur Gberwachung der Zellvitalitat mindestens 
ein Sensor eingesetzt werden, der Informationen uber den Zustand der Zellen liefert. 
Vorzugsweise handelt es sich hierbei um miniaturisierte Sensoren zur Bestimmung 
der Proliferation, Vitalitat, Apoptose oder allgemein des Zelltodes. Besonders bevor- 
zugt handelt es sich um einen Sensor fur Fluoreszenz. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren konnen zur Prozessuberwachung geeignete Sen- 
soren eingesetzt werden. Vorzugsweise werden Sensoren zur Gberwachung von 
Temperatur, pH, Partialdruck von Sauerstoff PO2, oder Kohlendioxid PCO2, Glucose 
Oder Lactat eingesetzt. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden die 
Sensoren in den Innenraum des Zellkulturbehalters als Mikrosensoren integriert, wo- 
durch es zu keinem storenden EinfluB der Sensoren auf die Zellkultur kommt. Auch 
konnen einer oder mehrere der genannten Sensoren im Zellkulturraum oder im 
Nahrmedium eingesetzt und die Sensorsignale on-line verfolgt werden. So konnen 
beispielsweise pH, p02, Glucose und Lactat gleichzeitig gemessen werden. An Stelle 
Oder additionell zur eben beschriebenen on-line Sensorik sind weitere bevorzugte 
analytische Methoden im erfindungsgemalien Verfahren Methoden zur Endpunkts- 
bestimmung wie etwa das MTT-Assay (Mitochondriale Reduktion von Tetrazolium- 
farbstoff) oder die Durchfluficytometrie. 

Die Aufgabe wird des Weiteren durch eine Vorrichtung gelost, die einen zur Auf- 
nahme einer Zellkultur in einem Zellkulturmedium geeigneten Zeilkulturbehalter mit 
einem Innenraum umfafit, wobei im Innenraum erste Mittel zurZufuhrung mindestens 
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eines Nahrmediums und zweite Mittel zur Zufuhrung mindestens eines gasformigen 
Mediums angeordnet sind, wobei die Mittel jeweils eine Zufuhrungsseite und eine 
Abfuhrungsseite aufweisen. und wobei zwischen besagten Mittein und der Innen- 
wand des Innenraums ein Zellkulturraum ausgebildet ist, und wobei die ersten Mittel 
mit ihrer Zufuhrungsseite uber eine Nahrmediendosiereinheit mit mindestens einem 
Nahrmediumbehalter in Fluidverbindung stehen, und die zweiten Mittel mit ihrer Zu- 
fuhrungsseite uber eine Gasdosiereinheit mit mindestens einem Gasvorratsbehalter 
in Fluidverbindung stehen, und wobei die Vorrichtung dadurch gekennzeichnet ist, 
dass der Zellkulturraum ein Volumen von hochstens 5 ml und mindestens 0,1 ml hat. 
dass die Vorrichtung desweiteren Mittel zur Zufuhrung von mindestens einem Wirk- 
stoff in den Zellkulturraum und Mittel zum Vorgeben eines Wirkstoffkonzentrations- 
Zeit-Verlaufs im Zellkulturraum enthalt. 

In einer bevorzugter Ausfuhrungsform der erfindungsgemalien Vorrichtung stehen 
die ersten Mittel mit ihrer Abfuhrungsseite mit einem Abfallbehalter in Fluidverbin- 
dung. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform stehen die ersten Mittel mit ihrer 
Abfuhrungsseite uber eine Rezirkulationsleitung mit dem mindestens einen Nahrme- 
dienbehalter in Fluidverbindung. In der Leitung zwischen der Abfuhrungsseite der er- 
sten Mittel und dem Abfallbehalter kann ein Gerat installiert sein, das bestimmte 
Stoffwechselprodukte isolieren oder detektieren kann. 

Die im Innenraum des Zellkulturbehalters befindlichen ersten Mittel bestehen vor- 
zugsweise aus mindestens einer ftir die Zufuhrung flussiger Nahrmedien geeigneten 
Membran. 

Die mindestens eine Membran der ersten Mittel besteht bevorzugt aus einer semi- 
permeablen Membran, welche zur Zufuhrung eines flussigen Nahrmediums geeignet 
ist, d.h. einen kontinuierlichen Stofftransport durch die Membranwand aufgrund diffu- 
siver Oder konvektiver Transportmechanismen eriaubt. Je nach Erfordernis, d.h. je 
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nachdem, ob ein diffusiver Oder konvektiver Stofftransport des Nahrmediums erfor- 
derlich ist, handelt es sich urn eine Nanofiltrations-, Ultrafiltrations- Oder Mikrofiltrati- 
onsmembran. Z.B. lassen sich Dialysemembranen wie etwa Cuprophan® oder hy- 
drophile mikroporose Membranen. wie z.B. mikroporose Polyethersulfon-Membranen 
einsetzen. 

Die im Innenraum des Zellkulturbehalters befindlichen zweiten Mittel bestehen vor- 
zugsweise aus mindestens einer fur den Gasaustausch geeigneten Membran. 

Die mindestens eine Membran der zweiten Mittel bestehen vorzugsweise aus einer 
Oxygenationsmembran. besonders bevorzugt aus mindestens einer Oxyphan® 
Membran. 

Erfindungsgemali stehen die zweiten Mittel mit einem Gasvorratsbehalter in Fluid- 
verbindung. Hierbei kann der Gasvorratsbehalter aus den Gasraum z.B. eines Brut- 
schranks bestehen und Gasraum und zweite Mittel sind uber einen gasdurchlassigen 
Sterilfilter in Kontakt. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien 
Vorrichtung stehen die zweiten Mittel uber mindestens eine Gasdosiereinheit mit 
mindestens einem unter Gasuberdruck stehenden Gasvorratsbehalter in Fluidverbin- 
dung. Hierdurch lassen sich auf einfache Weise unterschiedliche Konzentrationen 
verschiedener Gaskomponenten einstellen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaflen Vorrichtung sind die 
Membranen der ersten und der zweiten Mittel als Hohlfasern ausgebildet. 

Besonders bevorzugt sind die Hohlfasern in mehreren Lagen schichtformig uberein- 
ander im Innenraum angeordnet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform liegt der maximale Abstand der die 
jeweiligen Mittel ausbildenden Hohlfasern untereinander zwischen 50 pm und 
600 pm. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist der Zellkulturbehalter einen Boden und 
einen Deckel auf, welche den Innenraum begrenzen, einander gegenuber liegen und 
aus einem transparenten Material bestehen. Die Transparenz von Boden und Deckel 
eriaubt eine mikroskopische Beobachtung der Zellen wahrend des Wirkstofftests. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfornn ist im Boden ein zur Thermostati- 
sierung des Zellkulturbehalters auf 37 geeignetes Heizsystem, z.B. in Form einer 
Heizfolie, integriert, die eine hinreichende Transparenz fur die beispielsweise mi- 
kroskopische Betrachtung der Zellkultur zulaBt. 

Der Zellkulturraum hat bevorzugt ein Volumen von 0,3 ml bis 3.0 ml. Der Vorteil die- 
ser Miniaturisierung besteht in eiriem besonders geringen Verbrauch an Zellen, 
Wirkstoffen, flussigen und gasformigen Medien. 

Die in der erfindungsgemalien Vorrichtung bevorzugten Mittel zur Wirkstoffzufuhrung 
bestehen aus mindestens einem Wirkstoffvorratsbehalter. mindestens einer Wirk- 
stoffdosiereinheit und aus einem Leitungssystem. das den mindestens einen Wirk- 
stoffvorratsbehalter uber jeweils eine Wirkstoffdosiereinheit direkt oder uber die er- 
sten Mittel mit dem Zellkulturraum des Zellkulturbehalters verbindet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien Vorrichtung bestehen 
die Mittel zum Vorgeben eines Wirkstoff-Konzentrations-Zeitverlaufs im Zellkultur- 
raum in den Permeabilitaten der Membranen der ersten Mittel. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt die erfindungsgemalie Vorrichtung ein 
Mittel zur Uberwachung der Zellvitalitat. 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemalien Vorrichtung 
enthalt als Mittel zur Uberwachung der Zellvitalitat mindestens einen Sensor, der ge- 
eignet ist, Informationen uber den Zustand der Zellkultur zu liefern. Vorzugsweise 
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handelt es sich hierbei um miniaturisierte Sensoren zur Bestimmung der Proliferation, 
Vitalitat, Apoptose Oder allgemein des Zelltodes. Besonders bevorzugt handelt es 
sich unn einen Sensor fCir Fluoreszenz. 

Die erfindungsgemafie Vorrichtung kann zur Prozessuberwachung geeignete Senso- 
ren enthalten, wobei es sich vorzugsweise um Sensoren fur Temperatur, pH, Partial- 
druck von Sauerstoff pOz, Oder Kohlendioxid pCOa, Glucose- oder Lactat handelt, die 
im Innenraum des Zelikulturbehalters angebracht sind. 

Dabei konnen die genannten Sensoren einzein oder in Kombination im Innenraum 
des Zelikulturbehalters angeordnet sein. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird des Weiteren durch 
ein modulares Wirkstoffprufsystem gelost, welches mindestens 2 der erfindungsge- 
mafien Vorrichtungen umfalit. 

Vorzugsweise umfafit das modulare Wirkstoffprufsystem 6. 24 oder 96 der erfin- 
dungsgemalien Vorrichtungen, welche in geeigneter Weise zu einem modularen 
Aufbau angeordnet sind. 

Schliefilich wird die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe durch die 
Verwendung der erfindungsgemafien Vorrichtung oder des erfindungsgemaden 
Wirkstoffprufungssystems zum in vitro Test der Wirkung von Wirkstoffen auf Zellen 
gelost. 

Die erfindungsgemade Vorrichtung bzw. das erfindungsgemafie modulare Wirkstoff- 
prufsystem la(it sich hervorragend zur Ermittlung des Einflusses der Pharmakokinetik 
auf die Vitalitat von Zellen verwenden. 

Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgenden Zeichnungen und des 
Beispiels naher eriautert. Es zeigen in vereinfachter schematischer Darstellung: 
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Figur 1: FluBschema einer erfindungsgemafien Vorrichtung, 

Figur 2a: Querschnitt eines modularen Wirkstoffprufsystems mit erfindungsgemalien 
Vorrichtungen. 

Figur 2b: Querschnitt eines modularen Wirkstoffprufsystems mit drei ubereinander 
angeordneten Ebenen mit erfindungsgemaden Vorrichtungen und 

Figur 3: Draufsicht auf ein modulares Wirkstoffprufsystem umfassend sechs erfin- 
dungsgemade Vorrichtungen. 

Figur 4a: Drei als Profil 1 bis 3 bezeichnete Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufe. 

Figur 4b: Darstellung der vitalen Zellen in vier verschiedenen Zellkulturbehaftern wie 
vorgelegt (Inoculum) und wie geerntet (Zellernte). 

Figur 1 zeigt einen Nahrmedienbehalter 4, der tiber eine Leitung 14 und eine Nahr- 
mediendosiereinheit 3 mit der Zufuhrungsseite des im Innenraum 2 des Zellkulturbe- 
halters 1 enthaltenen ersten Mittel fluidverbunden ist. Die Abfuhrungsseite der im In- 
nenraum 2 des Zellkulturbehalters 1 befindlichen ersten IVIittel ist uber die Leitung 14 
mit einem Abfallbehalter 10 fluidverbunden. In der Leitung 14 zwischen der Abfuh- 
rungsseite der ersten Mittel und dem Abfallbehalter 10 befindet sich ein Gerat 12, 
das bestimmte Stoffwechselprodukte isolieren oder detektieren kann. Die Rezirkula- 
tionsleitung 1 1 ermoglicht ein Zuruckleiten der aus der Abfuhrungsseite der im Innen- 
raum 2 des Zellkulturbehalters 1 befindlichen ersten Mittel abflielienden Flussigkeit in 
den Nahrmedienbehalter 4. Ein Wirkstoffvorratsbehalter 7 ist uber ein Leitungssy- 
stem 9, eine Wirkstoffdosiereinheit 8 und eine Leitung 9b mit der Zufuhrungsseite der 
im Innenraum 2 des Zellkulturbehalters 1 befindlichen ersten Mittel fluidverbunden. In 
der eben beschriebenen Konfiguration gelangt ein Wirkstoff uber die ersten Mittel in 
den Innenraum 2 des Zellkulturbehalters 1 . Das Umschaltelement 9c und die Leitung 
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9a ermoglichen eine direkte Fluidverbindung zwischen einem Wirkstoffvorratsbehal- 
ter 7 und dem Innenraum 2 des Zellkulturbehalters 1. Mindestens ein Gasvorratsbe- 
halter 6 ist uber eine Gasdosiereinheit 5 mit der Zufuhrungsseite der im Innenraum 2 
des Zellkulturbehalters 1 befindlichen zweiten Mittel fluidverbunden, deren Abfuh- 
rungsseite nnit einer Gasabfuhrleitung 6a verbunden ist. 

Figur 2a zeigt im Querschnitt ein modulares Wirkstoffprufsystem, das in einer Halte- 
rung 13 fixiert ist. Ein Nahrmedienbehalter 4 ist mit einer Nahrmedienleitung 14 uber 
eine hier als Schlauchpumpe ausgefuhrte Nahrmediendosiereinheit 3 mit der Zufuh- 
rungsseite der ersten Mittel la im Innenraum des Zellkulturbehalters 1 fluidverbun- 
den. wobei die Verbindung zwischen Nahrmediendosiereinheit 3 und Zufuhrungs- 
seite der ersten Mittel la durch die Leitungen 14 und 9b realisiert sind. Die Abfuh- 
rungsseite der ersten Mittel la im Innenraum des Zellkulturbehalters 1 ist uber eine 
Leitung 14 mit einem Abfallbehalter 10 fluidverbunden. Jedoch konnen auch die Ab- 
fuhrungsseiten mehrerer der erfindungsgemalien Vorrichtungen mit einem gemein- 
samen Abfallbehalter verbunden sein. Der Zellkulturbehalter 1 ist auf einer Grund- 
platte 15 plaziert und darauf mit einem Rastmechanismus befestigt. In der Grund- 
platte 15 integriert befindet sich eine Heizfolie, die geeignet ist, den Zellkulturbehalter 
und das Medium kurz vor seinem Eintritt in den Zellkulturbehalter auf die benotigte 
Temperatur, bevorzugt auf 37 X, zu temperieren. Die Heizfolie kann aber auch in 
den Boden des Zellkulturbehalters 1 integriert sein, solange diese Integration eine 
hinreichende Transparenz des Zellkulturbehalterbodens zulafit, die fiir eine visuelle 
Oder mikroskopische Beobachtung der Zellkultur von Vorteil ist. Vor und hinter dem 
Zellkulturbehalter 1 befinden sich Vorrichtungen 16, die fiir eine Probennahme ge- 
eignet sind und beispielsweise als Septum ausgefuhrt sein konnen. Der Wirkstoffvor- 
ratsbehalter 7 ist uber das Leitungssystem 9, die Wirkstoffdosiereinheit 8 und die 
Leitung 9b mit der Zufuhrungsseite der im Zellkulturbehalter 1 befindlichen ersten 
Mittel la verbunden. Die Flussigkeiten fuhrenden Leitungen sind vorzugsweise Sili- 
conschlauche mit einem Innendurchmesser von 1 mm. 
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Figur 2b zeigt im Querschnitt ein modulares Wirkstoffprtifsystem mit drei ubereinan- 
der angeordneten Ebenen in je einer Halterung 13. die erfindungsgemalie Vorrich- 
tungen enthalt. Figur 2b verdeutlicht, das mittels der modularen Anordnung der erfin- 
dungsgemalien Vorrichtungen eine Vielzahl dieser Vorrichtungen bereitgestellt wer- 
den kann, wodurch sich eine Vielzahl von in vitro Wirkstofftests gleichzeitig durchfuh- 
ren lalit. 

Figur 3 zeigt in Draufsicht ein modulares Wirkstoffprufsystem in einer Halterung 13, 
die sechs erfindungsgemalie Vorrichtungen fixiert. Funf dieser Vorrichtungen sind 
identisch mit den in Figur 2a beschriebenen Vorrichtungen. Die sechste, in Figur 3 
ganz unten eingezeichnete Vorrichtung zeigt eine zur Kombinationstherapie geeig- 
nete Anordnung 17, deren drei Wirkstoffvorratsbehalter 18a, 18b und 18c uber je- 
weils eigene Wirkstoffpumpen 19a, 19b und 19c mit der Zufuhrungsseite der ersten 
Mittel fluidverbunden sind. Zusammen mit dem Wirkstoffvorratsbehalter 7 und der 
Wirkstoffdosiereinheit 8 kann somit im Zellkulturbehalter der untersten erfindungs- 
gemaden Vorrichtung von Figur 3 eine Kombinationstherapie mit vier Wirkstoffen 
durchgefiihrt werden. 

Die Vorrichtungen des modularen Wirkstoffprufsystems schlieRen Nahrmedien, Zell- 
kulturen, Wirkstoffe und die Abfall-Ldsungen gegenuber der AuBenwelt ab. Alle mit 
Wirkstoff in Kontakt kommenden Teile der Vorrichtung sind bevorzugt als Einmal-Ar- 
tikel ausgefuhrt. Daher kann mittels des bereits erwahnten Rastmechanismus jede 
Vorrichtung des modularen Systems einzein aus besagem System entfernt werden, 
ohne dass das Betriebspersonal mit den zum Teil hochtoxischen Wirkstoffen in Be- 
riihrung kommt. Alle mit Nahrmedium, Wirkstoff und Zellkultur in Kontakt kommenden 
Teile mussen sterilisierbar sein. Ein steriler Betrieb der Vorrichtung uber 10 Tage ist 
nachgewiesen. 

Somit wird deutlich, dass die modulare Anordnung der Vorrichtungen eine sehr 
groRe Zahl von Wirkstofftests mit verschiedenen Pharmakokinetiken und Wirkstoff- 
kombinationen zulaRt, wozu auch die Moglichkeit des modularen Systems beitragt, 
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die Zahl und die Belegung der einzelnen Vorrichtungen in vielfaltiger Weise zu wah- 
len. Beispielsweise konnen Referenzvorrichtungen ohne Wirkstoffzugabe parallel zu 
Vorrichtungen mit Wirkstoffen betrieben werden. Der modulare Aufbau des Systems 
aus einzelnen Vorrichtungen hat gegenuber den konventionellen Zellkulturgefalien 
(96-Well-, 24-Well und 6-Wellplatten) auch den Vorteil einer individuellen Manipulier- 
barkeit der einzelnen Vorrichtungen. Andererseits kann in verschiedenen Kanalen 
auch die gleiche Manipulation (gleiche Probe, gleiche Behandlung) durchgefuhrt 
werden (Mehrfachmessungen). 

I Ein aus 6 Vorrichtungen bestehendes modulares Wirkstoffprufsystem wiegt weniger 
als 10 kg und kann problemlos von einer Person getragen werden. Wegen der gerin- 
gen Abmessungen kann z.B. ein aus 24 Vorrichtungen bestehendes modulares 
Wirkstoffprufsystem auch in einem handelsublichen C02-lnkubator betrieben werden. 

Zur Systemsteuerung, Probenidentifikation, Datenaufnahme und Datenauswertung 
dient vorzugsweise ein Personal Computer, an dessen Bildschirm die momentan an- 
liegenden Meliwerte verfolgt werden konnen. Zudem ist ein Datenvergleich zwischen 
einzelnen Kanalen moglich. Die Auswertesoftware ist zur Trendanalyse ebenso fahig 
wie etwa zur Analyse der Differenz zwischen Referenz- und Wirkstoffkanalen. Die 
Ergebnisse konnen patientenbezogen ausgewertet und gespeichert werden. 

Das folgende Beispiel zeigt. wie das modulare Wirkstoffprufsystem zur Messung des 
Einflusses der Pharmakokinetik auf die Vitalitat von Zellen verwendet werden kann. 

Beispiel: 

Die leukamische Zelllinie CCRF CEM wird in einer Dichte von 1*10^ pro ml Zellkul- 
turmedium (RPMI 1640 und 10 Vol. % fotales Kalberserum bezogen auf RPMI1640) 
und in einem Volumen von 300 gl in vier Zellkulturbehalter eines erfindungsgemaften 
modularen Wirkstoffprufsystems aus 4 erfindungsgemalien Vorrichtungen vorgelegt. 
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Das modulare Wirkstoffprufsystem wird in einen Brutschrank eingeschlossen. in dem 
eine Temperatur von 37 "^C und ein gasformiges Medium bestehend aus 5 % CO2, 
74 % N2 und 21 % O2 vorliegt. Die Zufuhr des eben genannten gasformigen Mediums 
erfolgt diffusiv uber Sterilfilter in die zweiten als Oxyphan® ausgebildeten Membran- 
systeme in den Innenraum der Zellkulturbehalter 1 bis 4. Als Nahrmedium wird RPMI 
1640 und 10 Vol.% fotales Kalberserum bezogen auf RPM1 1640 eingesetzt. Fur eine 
Zeitdauer von 24 h wird das Nahrmedium mit einer Flufigeschwindigkeit von 7 ml/min 
rezirkuliert, wodurch die leukamischen Zelllinien uber die als Cuprophan® - Hohlfa- 
sern ausgebildeten Membranen des ersten Membransystems mit Nahrmedium ver- 
sorgt werden. Nach 24 h Rezirkulation wird die Nahrmedienzufuhr unterbrochen und 
das Zytostatikum Idarubicin in drei verschiedenen Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Ver- 
laufen mit einer FluRgeschwindigkeit des Nahrmediums von 0,2 ml pro Minute uber 
die Cuprophan® -Membranen in die jeweiligen Zellkulturbehalter der erfindungsge- 
malien Vorrichtungen wie Im folgenden beschrieben zudosiert: 

Die Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufe sind in Figur 4a) als Profile 1 bis 3 be- 
zeichnet. 

Profil 1: Eine Losung von 0,20 pg Idarubicin pro ml des o.g. Zellkulturmediums wird 
in einem Zeitraum von 75 Minuten durch die Cuprophan® - Hohlfasern des Zellkul- 
turbehalters 1 geleitet. 

Profil 2: Eine Losung von 0,50 pg Idarubicin pro ml des o.g. Zellkulturmediums wird 
in einem Zeitraum von 20 Minuten durch die Cuprophan® - Hohlfasern des Zellkul- 
turbehalters 2 geleitet. Anschlieliend wird eine Losung von 0,25 pg Idarubicin pro ml 
des o.g. Zellkulturmediums in einem Zeitraum von 20 Minuten durch die Cuprophan® 
- Hohlfasern des Zellkulturbehalters 2 geleitet. 
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Profil 3: Eine Losung von 1,00 pg Idarubicin pro ml des o.g. Zellkulturmediums wird 
in einem Zeitraum von 15 Minuten durch die Cuprophan® - Hohlfasern des Zellkul- 
turbehalters 3 geleitet. 

Im den Innenraum des Zellkulturbehalters 4 wird kein Idarubicin zudosiert. Dieser 
Zellkulturbehaiter dient als Kontrolle. Die jeweilige Zugabe des Wirkstoffs erfolgte 
dabei dergestalt, dass fur alle der vorstehend beschriebenen Wirkstoffkonzentra- 
tions-Zeit-Verlaufe die gleiche Flache unter der jeweiligen Kurve (area under curve, 
AUG) resultierte. Nach der Zudosierung des Zytostatikums wird 1 h lang der Zellkul- 
turbehalter mit frischen Nahrmedium (RPMI 1640 und 10 Vol.% fotales Kalberserum 
bezogen auf RPMI 1640) gespult, indem das NShrmedium mit einer FluBgeschwin- 
digkeit von 0,2 ml/min durch die Membranen des ersten Membransystems und der 
aus den Membranen austretende Flussigkeitsstrom in den jeweiligen Abfallbehalter 
geleitet wird. Danach wird die Nahrmedienrezirkulation mit einer Fluligeschwindigkeit 
von 7 ml/min wieder aufgenommen. Nach 72 Stunden wird das bisher verwendete 
Nahrmedium durch das gleiche aber frische Nahrmedium ersetzt. Nach 96 h werden 
die Zellen aus den vier Zellkulturbehaltern geerntet und mittels Trypanblau-Farbung 
die Zahl der vitalen Zellen und als Vitalitat der prozentuale Anteil der Zahl der ge- 
ernteten vitalen Zellen an der Gesamtzahl geernteter Zellen gemaB folgender Bezie- 
hung ermittelt: 

Vitalitat = (Zahl der geernteten vitalen Zellen/Gesamtzahl geernteter Zellen)»100(%) 

In Figur 4b ist hinter „lnoculum" die Zahl der in den Zellkulturbehaltern 1 bis 4 vor- 
gelegten vitalen Zellen dargestellt. Da die Zellen in einem Volumen von 300 [i\ und in 
einer Zelldichte von !• 10^ pro ml Zellkulturmedium vorgelegt wurden. betragt die 
Zahl der vorgelegten vitalen Zellen in den Zellkulturbehaltern 1 bis 4 30 • 10^. Hinter 
„Zellernte" ist in Figur 4b die Zahl der vitalen Zellen aufgetragen, die nach der Zell- 
ernte erhalten wurden. Man erkennt, dass der Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlauf 
gemafi Profil 1 die Zahl der vitalen Zellen am starksten verringerte. 
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Die Vitalitaten der Zellen aus den Zellkulturbehaitern 1 bis 4 wurden mit folgendem 
Ergebnis ermittelt: 

Zellkulturbehalter Vitalitdt 

1 29 % 

2 36 % 

3 47 % 

4 90% 
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V rfahren zum in vitro Testen von Wirkst ffen, 
Vorrichtung und deren Verwendung 



Akzo Nobel nv, Arnhem 



Patentanspruche: 

1 . Verfahren zum in vitro Testen von Wirkstoffen an Zellen umfassend mindestens 
die Schritte 

a) zur Verfugung stellen eines Zellkulturbelialters mit einem Innenraum und 
einer Innenwand und mit einem im Innenraum angeordneten ersten und 
zweiten IVIembransystem, wobei zwischen den Membransystemen und der 
Innenwand des Innenraums ein Zellkulturraum ausgebildet ist, 

b) Vorlegen von Zellen als Zellkultur und eines Zellkulturmediums im Zellkul- 
turraum, 

c) Zufuhren eines flussigen Nahrmediums in den Zellkulturraum und Abfuhren 
von Stoffwechselprodukten aus dem Zellkulturraum mittels des ersten 
Membransystems, 

d) Zufuhren mindestens eines gasformigen Mediums in den Zellkulturraum 
mittels des zweiten Membransystems, 

e) Zudosieren von mindestens einem Wirkstoff in den Zellkulturraum. wobei 
das Zudosieren gemafi einem vorgegebenen Wirkstoffkonzentrations-Zeit- 
Verlauf erfolgt und 

f) Oberwachen der Zellvitalitat. 



m 



23 AGW2503 



2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dass als Wirkstoffe Cyto- 
statika, Antibiotika. Cytokine. Wachstumsfaktoren oder antivirale Agentien ein- 
gesetzt werden. 

3. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 oder 2. dadurch ge- 
kennzeichnet. dass als Zellkultur Primarzellen eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als Zellkultur Tumorzelllinien eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4 , dadurch gekenn- 
zeichnet. dass der Zellkulturraum ein Volumen von mindestens 0,1 ml und 
hochstens 5 ml hat. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Zellkulturraum 
ein Volumen von mindestens 0,3 ml und hochstens 3.0 ml hat. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass als erstes Membransystem mindestens eine semipermeable 
Membran oder mindestens eine hydrophlle mikroporose Membran und als 
zweites Membransystem mindestens eine Gastransfermembran eingesetzt 
wird. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das erste und zweite Membransystem aus Hohlfasern besteht, 
die in mehreren Lagen schichtformig (ibereinander angeordnet sind. 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass ein Zellkulturbehalter verwendet wird, der einen abnehmbaren 
Deckel aufweist und das Vorlegen der Zellkultur durch Einstellen der ge- 
wunschten Zelldichte im Zellkulturmedium, Offnen des Deckels des Zellkultur- 
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behalters, Einpipettieren des gewunschten Volumens der Zellsuspension in den 
Innenraum des Zellkulturbehalters und VerschlieBen des Zellkulturbehalters mit 
dem Deckel geschieht. 

10. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 9. dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Zellkulturmedium RPMI 1640 verwendet wird. 

11. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass mindestens 1*10^ Zellen pro ml Zellkulturraum vorgelegt 

* werden. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 1 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass jede Zelle einen mittleren Abstand von 0 \^m bis 600 pm zur 
jeweils nachstgelegenen Membran des ersten und zweiten Membransystems 
aufweist. 

13. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als flussiges Nahrmedium RPMI 1640 eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das gasformige Medium einen p02 von 0 bis 160 mmHg 
und einen pCOa von 0 bis 115 mmHg aufweist. 

15. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Zellkulturmedium einen Bicarbonatpuffer enthalt und 
der pCOa im zugefuhrten gasformigen Medium so eingestellt wird, dass der pH- 
Wert des Zellkulturmediums zwischen 6,8 und 7.8 liegt. 



16. 



Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 15. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass gasformige Stoffwechselprodukte mittels des zweiten Mem- 
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bransystems aus dem Zellkulturraum entfernt werden. 

17. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass einzelne Wirkstoffe und/oder Kombinationen mehrerer 
Wirkstoffe zeitversetzt zudosiert werden. 

18. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 17. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Wirkstoffdosierung direkt oder uber das erste Membran- 
system in den Zellkulturraum erfolgt. 



19. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Vorgabe des Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufs 
durch die Permeabilitaten des ersten Membransystems, durch die Dauer der 
Wirkstoffeugabe und durch die Wirkstoffkonzentration geschieht. 

20. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Zellkulturbehalter auf einer Temperatur von 37 ''C ge- 
halten wird. 

21. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Zellvitalitat mittels eines Zellvitalitatsfarbstoffs uber- 
wacht wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, dass als Zellvitalitats- 
farbstoff alamar Blue® dient. 

23. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Zellvitalitat mit mindestens einem Sensor uberwacht 



wird. 
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24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass ein Sensor fur 
Fluoreszenz eingesetzt wird. 



25. Vorrichtung umfassend einen zur Aufnahme einer Zellkultur in einem Zellkul- 
turmedium geeigneten Zellkulturbehalter (1) mit einem Innenraum (2), wobei im 
Innenraum erste MIttel zur Zufuhrung mindestens eines Nahrmediums und 
zweite Mittel zur Zufuhrung mindestens eines gasformigen Mediums angeord- 
net sind. wobei die Mittel jeweils eine Zufuhrungsseite und eine Abfuhrungs- 
^ seite aufweisen, und wobei zwischen besagten Mittein und der Innenwand des 

I Innenraums ein Zetlkulturraum ausgebildet ist. und wobei die ersten Mittel mit 
ihrer Zufuhrungsseite uber eine Nahrmediendosiereinheit (3) mit mindestens ei- 
nem Nahrmediumbehalter (4) in Fluidverbindung stehen, und die zweiten Mittel 
mit ihrer Zufuhrungsseite uber eine Gasdosiereinheit (5) mit mindestens einem 
Gasvorratsbehalter (6) in Fluidverbindung stehen, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellkulturraum ein Volumen von hochstens 5 ml und mindestens 
0.1 ml hat. dass die Vorrichtung des Weiteren Mittel (7), (8). (9), (9a), (9b) und 
(9c) zur Zufuhrung von mindestens einem Wirkstoff in den Zellkulturraum und 
Mittel zum Vorgeben eines Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufs im 
Zellkulturraum enthalt. 



26. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die ersten Mittel 
mit ihrer Abfuhrungsseite mit einem Abfallbehalter (10) in Fluidverbindung ste- 
hen. 



27. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die ersten Mittel 
mit ihrer Abfuhrungsseite uber eine Rezirkulationsleitung (1 1 ) mit dem minde- 
stens einen Nahrmedienbehalter (4) in Fluidverbindung stehen. 



28. Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 27, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die ersten Mittel aus mindestens einer fur die Zufuhrung 
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flussiger Nahrmedien geeigneten Membran bestehen. 

29. Vorrichtung nach einem Oder mehreren der Anspruche 25 bis 28. dadurch ge- 
kennzeichnet. dass die zweiten Mittel aus mindestens einer fur den Gasaus- 
tausch geeigneten Membran bestehen. 

30. Vorrichtung nach einem Oder mehreren der Anspruche 25 bis 29, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass der ZellkulturbehSlter (1) einen Boden und einen Deckel 
aufweist, welche den Innenraum begrenzen, einander gegenuber liegen und 

I aus einem transparenten Material bestehen. 

31. Vorrichtung nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass im Boden des 
Zellkulturbehalters (1) ein Heizsystem integriert ist. 

32. Vorrichtung nach einem Oder mehreren der Anspruche 25 bis 31 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die mindestens eine Membran der ersten Mittel eine semi- 
permeable Membran oder eine hydrophile mikroporose Membran ist. 

33. Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 32, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die mindestens eine Membran der zweiten Mittel eine Oxy- 
genationsmembran ist. 

34. Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Membranen der ersten und der zweiten Mittel Hohlfa- 
sern sind. 



35. 



Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 34, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Hohlfasern in mehreren Lagen schichtformig ubereinan- 
der im Innenraum angeordnet sind. 
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44. Verwendung der Vorrichtung gemaB einem oder mehreren der AnsprQche 25 
bis 41 Oder des modularen WirkstoffprOfsystems gemaii einem der Anspriiche 
42 Oder 43 zum in vitro Test der Wirkung von Wirkstoffen auf Zellen. 

45. Verwendung der Vorrichtung oder des modularen Systems gem§(i Anspruch 
44, dadurch gekennzeichnet. dass der EinfluR einer Pliarmakokinetik auf die 
Vitalitat von Zellen ermittelt wird. 





Figur 2b 
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Figur 3 



